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Abstract

Two bacteria strains were isolated of apple and vanilla rizosfera and was denominated (LPM1) and (LPM2)
respectively; they were identified as Bacillus subtilis using an on-line biological system and the polymerase
chain reaction technique, using the primers G-849 5' GCATATCGGTGTTAGTCCCGTCC 3' and G-850 5'
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGC 3'. They were determined characteristic as time of generation in two means
of cultivations, infusion potato agar (IPA) and infusion potato agar sucrose (IPAS), being observed bigger cellular
growth in IPAS and the time of generation of each bacteria was shorter with 0.74 h in IPAS that in IPA, where
its time was 1.18 h. Difference was observed in the sensibility to antibiotics on the part of the stumps. In the thin
layer chromatography the bands were obtained that faced with Fusarium sp. they reached 39.42 inhibition
percent. B. subtilis produced siderophore like an action mechanism to inhibit mushrooms phytophatogens. The
two stumps LPM1 and LPM2 showed enzymatic activity as proteasas, amylasas and casein. The evaluation of
antagonism in vitro against Fusarium sp., Verticillium sp., Cephalosporium sp. and Dematophora sp., 1 reach
an average of 26.51 inhibition percent for both stumps, where LPM1 obtained bigger effect with 39.3 percent
against Verticillium sp. Also, the B. subtilis, presented capacity to promote the sorghum development, reaching
bigger longitude and weight radicular. LPM1 stimulated but the growth of Sorghum and bean, showing superior
values in longitude, weight radicular and fresh weight, although he/she behaved statistically similar to the treatment
with LPM2.
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Resumen

Se aislaron dos bacterias de rizésfera de manzana y vainilla, denominadas (LPM1) y (LPM2) respectivamente, se
identificaron como Bacillus subtilis usando un sistema bioldgico computarizado y la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa, utilizando los oligos G-849 5° GCATATCGGTGTTAGTCCCGTCC 3’ y G-850 5°
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGC 3’. Se determinaron caracteristicas como tiempo de generacidon en dos medios
de cultivos, infusion papa agar (IPA), e infusion papa agar sacarosa (IPAS), observandose mayor crecimiento
celular en IPAS y el tiempo de generacioén de cada bacteria fue mas corto con 0.74 h en IPAS que en IPA, donde
su tiempo fue 1.18 h. Se observo diferencia en la sensibilidad a antibidticos por parte de las cepas. En la cromatografia
en capa fina se obtuvieron bandas que, enfrentadas con Fusarium sp. alcanzaron un 39.42 % de inhibicion. B.
subtilis produjo sider6foros como un mecanismo de accidn para inhibir hongos fitopatdgenos. Las dos cepas LPM1
y LPM2 mostraron actividad enzimatica como proteasas, amilasas y caseina. La evaluacién de antagonismo in
vitro contra Fusarium sp., Verticillium sp., Cephalosporium sp. y Dematophora sp., alcanz6é un promedio de
26.51 % de inhibicidn por ambas cepas , donde LPM1 obtuvo mayor efecto con 39.3 % contra Verticillium sp.
Ademas, los B. subtilis, presentaron capacidad para promover el desarrollo de sorgo, alcanzando mayor grosor,
longitud y peso radicular. LPM1 estimulé mas el crecimiento de sorgo y frijol, mostrando valores superiores en
longitud, peso radicular y peso fresco, aunque se comport6 estadisticamente similar al tratamiento con LPM2.
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Introduccion

Las rizobacterias son bacterias benéficas del suelo,
que al asociarse con las plantas les permite aumentar su
crecimiento y desarrollo; esta estimulacion en el
crecimiento puede ser debido a la proteccion que ejercen
contra otros organismos del suelo que causan
enfermedades, o pueden incrementar el crecimiento por
la produccion de algiin metabolito (Hernandez et al.,
2003).

Debido a que la rizésfera ofrece la primera linea de
defensa contra el ataque de patdgenos, se considera que
los microorganismos que crecen alli son excelentes para
usarse en programas de control biologico, pues el amplio
espectro de actividad antagdénica de varios
microorganismos contra patéogenos de las plantas las
hace que éstas sean buenos candidatos en el manejo
integrado (Podile y Prakash, 1996).

Un gran numero de diferentes bacterias de vida libre
pueden ser consideradas como cepas de rizobacterias
promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR, por
sus siglas en inglés), dentro de éstas ha sido reportado
que especies del género Bacillus y Pseudomonas
promueven el crecimiento de plantas de diferentes
cultivos, tales como trigo, maizy canela (Abbass y Okon,
1993; Berge et al., 1990; Hong et al., 1991).

Entre los mecanismos de accion de las (PGPR) y de
acuerdo a Kloepper et al. (1989), las bacterias promotoras
de crecimiento pueden tener un impacto favorable sobre
el crecimiento y desarrollo de las plantas por dos vias
diferentes: indirectas y directas (Bloemberg y
Lugternberg, 2001); entre los mecanismos utilizados en
la promocion indirecta se encuentran los relacionados
con aspectos de control biologico (Hernandez y Charlloux,
2001; Glick et al., 1999a) son, secrecion de siderdforos,
sintesis de antibidticos, sintesis de cianidina, hidrolisis de
acido fusarico, sintesis de enzimas, tales como quitinasas
y B-1,3-glucanasas, competencia por nutrientes; y entre
los mecanismos de accion de las PGPR en la promocion
directa del crecimiento de plantas estan: Fijacion de
nitrégeno (Strenhoudt y Vanderleyden, 2000), incremento
en la disponibilidad de minerales, sintesis del acido
indolacético, giberelinas y citocininas (Bari y Okin, 1993;
Cassan et al., 2001; Garcia et al., 2001), y regulacion de
niveles de etileno por accion de la enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa (Shah et
al., 1998; Belimov et al., 2002).

Es por todo esto que este trabajo tuvo como objetivo
aislar, identificar, caracterizar y evaluar el efecto
antagonico y promotor de crecimiento, de dos bacterias
aisladas de rizosfera de vainilla y manzano contra cuatro
hongos asociados a la pudricion radical del manzano.

Materiales y Métodos

Material biolégico

Rizobacterias. Como cepas de referencia, se utilizaron
las bacterias Bacillus subtilis Beb 8.0, B. subtilis Beb
13.0 y Pseudomonas putida, las cuales fueron
proporcionadas por el laboratorio de Bioquimica
Ecolégica del Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados (CINVESTAV) Unidad Irapuato-
Guanajuato. Se estudiaron dos bacterias antagonicas
aisladas de la rizosfera de manzano (LPM 1) y vainilla
(LPM 2) en Coahuila y Veracruz, México
respectivamente.

Hongos Fitopatégenos. Se realizaron aislamientos de
algunos patoégenos de raices dafiadas de arboles de
manzano en el estado de Coahuila, México. Para lo cual,
se tomaron fragmentos de raices, y se lavaron y
desinfectaron con hipoclorito de sodio. Cada fragmento
de 1 cm se sembrdé en medio papa dextrosa agar
(PDA). Cada aislado se identifico hasta género.

Con estos aislados se realizaron las pruebas de
patogenicidad, para ello, se prepard un concentrado de
esporas, colocando un explante de cada hongo de 5 mm
de didmetro en un tubo de ensayo con 9 mL de agua
destilada estéril; los tubos se agitaron durante 1 min en un
agitador eléctrico (Vortex-Genie). Enseguida, con una
micropipeta se tom6 una alicuota de 1 mL de la suspension
conidial y se deposité en el hematocitometro para realizar
el conteo de esporas y ajustar a una concentracion de 1 x
10° conidias/mL.

De esta suspension se tomo 1 mL y se aplico
directamente a la raiz de arboles jovenes de manzano de
1.20 m de altura; y se esperd a que se presentaran los
primeros sintomas, para reaislar los hongos y corroborar
los postulados de Koch.

Estudios de antagonismo in vitro. Se utilizaron los
aislamientos de Bacillus subtilis Beb 8.0, B. subtilis
Beb 13.0, P. putida, la cepa de vainilla (LPM 2) y cepa
de manzano (LPM 1). En el centro de las placas con
PDA, se sembr6 un explante de 5 mm de diametro de
cada uno de los hongos aislados; alrededor del explante,
a una distancia de 30 mm, se sembraron por picadura
cuatro puntos con cada una de las bacterias antagénicas.
Las bacterias se incubaron a 25 °C durante siete dias y
al término de este tiempo se midio6 el didmetro del halo
de inhibicion.

Los datos se analizaron bajo un disefio completamente
al azar y se realizo, ademads, una prueba de comparacion
de medias Tukey al 1% de significancia, con el programa
estadistico de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon.
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Caracterizacion de rizobacterias

Para la caracterizacion de estas cepas, se realizaron
diferentes pruebas para su identificacion.

Antibiograma. Las bacterias se sembraron en matraces
de 250 mL, con 50 mL de caldo de infusién de papa agar
(IPA), se incubaron en agitacion a 30 °C durante 24 h.
Después de la incubacion se tomaron 0.5 mL del inéculo y
se colocaron en una caja petri con IPA, el inéculo se
distribuyé homogéneamente en toda la caja. Después se
colocaron equidistantes sensidiscos de los siguientes
antibioticos marca Bio-RAD. SA: Amikacina 30 mcg,
Ampicilina 10 mcg, Cefalotina 30 mcg, Ceftriaxona 30
mcg, Cloranfenicol 30 meg, Dicloxacilina 1 mcg, Enoxacina
10 mcg, Eritromicina 15 mcg, Gentamicina 10 mcg,
Netilmicina 10 mcg, Penicilina 10 U y Timetoprin-
Sulfametaxasol 25 mcg, dichas cajas se incubaron a una
temperatura de 28 — 30 °C durante 24 h. Después de la
incubacién se midié el halo de inhibicidn del crecimiento
bacteriano.

Determinacion del crecimiento bacteriano. Las dos
rizobacterias aisladas, de manzana (LPM1) y vainilla
(LPM2), se cultivaron en matraces Erlenmeyer de 125
mL conteniendo 50 mL de medio infusiéon de papa,
incubandolas en agitacion a una temperatura de 30 °C
durante 24 h; posteriormente en matraces de 125 mL,
conteniendo 30 mL de medio IPA y medio IPAS, fueron
inoculados con 1 mL de suspensiones celulares ajustadas
a una densidad poblacional de 2.1 x 10’ UFC/mL para B.
subtilis LPM1 y de 1.8 x 107 UFC/mL para B. subtilis
LPM2.

El crecimiento celular se determino por turbidimetria a 535
nm, realizando las lecturas cada 2 h (tiempo 0, 2, 4, 6, 8,
10, 12) durante 12 h. Para cada una de las bacterias se
establecio una relacion densidad optica (absorbancia a 535
nm), contra densidad poblacional (UFC/mL). La
correlacion densidad dOptica se realizo colocando 1 mL del
cultivo bacteriano en las celdas del espectrofotometro para
asi medir su turbidez a 535 nm, esta medicidn se realizd
para cada uno de los tiempos y bacterias. La determinacion
del nimero de UFC/mL se hizo utilizando el equipo
Automated Spiral Plater, el cual siembra las bacterias en
los medios IPA e IPAS en forma de espiral, se realizaron
diluciones seriadas de cada uno de los tiempos y bacterias
para posteriormente incubarlas a 30 °C durante 24 h para
asi realizar el conteo de colonias por mL. Se determino el
tiempo de generacion.

Presencia de sideréforos. Se realizd sembrando las
bacterias por picadura en cajas petri conteniendo medio
de B de King, después se incubaron a 28 — 30 °C durante
24 h. Después de la incubacion se agregd 1 mL del reactivo
de Chrome azurol S 4 mM (CAS), dejando las cajas en

reposo durante 1 min, al término de este tiempo se observo
el cambio de color azul a anaranjado, lo que indic6 la
presencia de sideroforos.

Caracterizacion del compuesto antagonico. De los cultivos
bacterianos utilizados para determinar el crecimiento de
las bacterias, una vez transcurrido el tiempo para alcanzar
la fase estacionaria, se tomaron 30 mL de la suspension y
los sobrenadantes de estos cosechados por centrifugacion
se filtraron y al sobrenadante estéril se le adiciond etanol
al 80 % (v/v) para concentrar la muestra hasta un volumen
final de 5 mL por medio de un Rotovapor RE 111 (Buchii
461) a 60 ° C. Este extracto concentrado del tiempo 12 h
de cada una de las bacterias en los 2 medios se utilizo
para realizarles cromatografia en capa fina en donde se
aplico en placas de 20 x 20 cm, cubiertas con una capa de
silice (Silica Gel 606, Merk) de 0.5 mm de espesor. Las
placas fueron desarrolladas con etanol: agua (2:1 v/v) y
mezcla de cloroformo: metanol: agua (65:25:4 v/v). Las
bandas fueron visualizadas con luz UV y reveladas con
ninhidrina al 2 %. Posteriormente se rasparon las bandas
obtenidas y se diluyeron en etanol al 80 %, se mezclaron y
se centrifugaron a 3.000 rpm durante 2 min recuperando
el sobrenadante y eliminando la pastilla, este procedimiento
se repitiod tres veces para eliminar asi los restos de la silica
gel, teniendo ya el sobrenadante, se concentraron las bandas
en el rotavapor hasta obtener un volumen de
aproximadamente 1,5 mL; este sobrenadante concentrado
se utilizo para determinar la actividad antagoénica utilizando
la técnica de placa envenenada contra Fusarium sp.

Actividad enzimatica. Para determinar la actividad
enzimatica de las bacterias se prepararon los siguientes
medios: amilasas; el medio se prepard en dos partes A) 1
% de almiddn se disolvio en 50 mL de regulador de fosfatos
pH 6.8 50 mM en bafio maria, B) 5 % de agarosa se
disolvié en 50 mL de regulador de fosfatos pH 6.8 50 mM.
Ya disueltas estas partes, se mezclaron y se vaciaron en
las cajas petri, se dejo solidificar y se colocaron 10 pL del
cultivo puro de 8 h de cada una de las bacterias, se
incubaron por 2 h a 37 °C. Después de la incubacion se
colocaron las cajas en presencia de vapores de yodo.
Proteasas: esta prueba también se prepara en dos partes;
A) 1 % de gelatina disuelta en 50 mL de regulador de
fosfatos pH 6.8 50 mM en bafio de maria. B) 0.5 % de
agarosa disuelta en 50 mL de regulador de fosfatos pH
6.8 50 mM, disueltas estas dos partes se mezclan y se
vacian en cajas petri en capa delgada. Ya solidificadas, se
colocaron 10 pL del cultivo puro de 0 h de cada una de las
bacterias. Se incubaron 2 h a 37 °C, al término de este
tiempo se le adiciond el colorante de Coomasie y se
procedio a leer la prueba. Caseina: se prepard en dos partes,
A) 0.25 % de caseina se disolvid en 50 mL de tris 50 mM
pH 8.0, en bafio maria, B) 0.5 % de agarosa se disolvieron
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en tris 50 mM pH 8.0. Ya disueltas las partes se mezclaron
y se vaciaron en las cajas petri, después de solidificar se
colocaron 10 pL de las cepas bacterianas, se incubaron
por 2 h a 37 °Cy finalmente se les adicion6 colorante de
azul de Coomasie para leer la prueba.

Identificacion de cepas bacterianas antagénicas. La
identificacion de las bacterias antagonistas aisladas de la
rizosfera de vainilla (LPM 2) y raiz de manzano (LPM 1)
se realizo mediante las pruebas bioquimicas para bacterias
Gram positivas (+) que indica el sistema bioldgico
computarizado Microlog System, Release 4.2, se sembraron
las bacterias en medio BUG (medio de crecimiento
universal Biolog) por estria y se incubaron a 30 °C durante
24 h, posteriormente se tom6 una asada de la bacteria y
se mezclo con el fluido de inoculacion hasta obtener una
turbidez estandar de 28 % T igual al control, las placas se
inocularon con 150 pL de cada bacteria en cada uno de
los pozos, los cuales son 95 fuentes de carbono diferentes,
se incubaron a 30 °C durante 16 — 24 h, haciendo las
lecturas de cada uno de estos tiempos. La identificacion a
nivel molecular se realizé mediante la técnica de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), sembrando las
bacterias en cajas petri con medio LB por estria cruzada,
incubandolas a 37 °C por no mas de 18 h, al cabo de este
tiempo se resuspendieron las colonias en 50 pL de agua
ampolleta, de este cultivo se inoculé un matraz de 125 mL
con 10 mL de medio LB el cual se incubo a 37 °C en
agitacion por no mas de 18 h; se tomaron alicuotas de 50
uL y se centrifugaron por 1 min a 12.000 rpm, se elimind
el sobrenadante y se adiciono 10 pL de agua de ampolleta;
estas alicuotas se congelaron a — 70 °C con hielo seco-
etanol por 30 s e inmediatamente se pasaron a 65 °C por
30 s para descongelar, este procedimiento se repitio tres
veces, se tomo una alicuota de 1 pL para la reaccion de
PCR para obtener un volumen total de 25 pL. 22 uL de
Platinum Super Mix, 1 pL de aproximadamente 100 ng del
oligo G-849 5° GCATATCGGTGTTAGTCCCGTCC 3’y
1 pL del oligo 2. G-850 5’
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGC 3’ elaborados por la
compatfiia Genosys, mas 1 pL de la muestra. El programa
utilizado en el termociclador fue: 1.94 °C por 8 min, 2.94
°Cpor30s,3.50°Cpor30s,4.72°C 1 min, 5. ciclo 2 al
5, 8 veces., 6.94°C, 30 s, 7.58 °C, 30s,8.72°C 1min 45 s
02 min, 9. ciclo 6 al 9, 22 veces, 10.72 °C por 8§ min, 11.4
°C. Al término de la reaccion se procedid a correr el
producto del PCR en gel de agarosa al 2 %, se utilizo un
control positivo B. subtilis PY.

Efecto de rizobacterias sobre el crecimiento
vegetativo de frijol y sorgo. Se realiz6 en camara
bioclimatica, en donde se desinfectaron las semillas de frijol
y sorgo, las cuales se sembraron en macetas de 1 1, en
suelo previamente esterilizado a 120 °C durante 15 min;

se evaluaron las 2 cepas (LPM1 y LPM2) y 1 testigo al
cual s6lo se le aplico agua; las semillas se inocularon con
1 mL de la suspension bacteriana a una concentracion de
1 x 108 UFC mL"! y se incubaron a 26 °C, con periodos de
luz constante. Las plantas de frijol se dejaron por 25 dias
y las de sorgo por 35 dias. Al término de ese tiempo se
evaluaron las siguientes variables: peso fresco de planta y
raiz, peso seco de planta y raiz, altura de planta y longitud
de raiz. Los datos se analizaron mediante el programa
estadistico de la Universidad de Nuevo Leon utilizando un
disefio completamente al azar y la prueba de comparacion
de medias de Tukey al 5 % de significancia.

Determinacion de la actividad de la enzima ACC
deaminasa. Las cepas bacterianas se dejaron crecer en
medio liquido de infusion papa en condiciones de agitacion
a 120 rpm a 30 °C durante 18 h, posteriormente, una
alicuota de este cultivo se sembrd por estria abierta en
medio s6lido minimo de sales DF (Dworkin y Foster, 1958),
suplementado con 2 g de (NH4)2SO4 o ACC 3mM como
unica fuente de nitrogeno. Se incubaron de 28 a 30 °C
durante 5 dias, después se evalud la presencia de
crecimiento.

Resultados y Discusiéon

Se aislaron cuatro hongos de tejido enfermo y se
identificaron como Fusarium sp., Verticillium sp.,
Cephalosporium sp. y Dematophora sp., de acuerdo con
las claves de identificacion de Barnett y Hunter (1998),
ademas los resultados de los postulados de Koch
corroboraron que estos hongos son patdégenos ya que en
forma individual, cada uno de ellos causd lesiones y
sintomas caracteristicos de la pudricioén de raiz del
manzano.

Una alternativa al control de la enfermedad es la
utilizacion de bacterias antagonicas para lo cual, se aislaron
dos bacterias con potencial la LPM1 y LPM2. Como se
menciond en materiales y métodos, se compar6 su efecto
antagonico contra los agentes etiologicos antes
mencionados y contrastando su efecto con algunas cepas
reconocidas como buenas antagonicas B. subtilis Beb (8
y 13), Pseudomonas putida. Estas tres cepas de coleccion
inhibieron 29.0, 28.3 y 9.54 % respectivamente, frente a
los 4 hongos.

Por otra parte, las cepas LPMI1 y LPM2, se
comportaron estadisticamente iguales a los B. subtilis de
referencia, obteniendo un 20.0 % y 25.6 % de inhibicién
micelial. La cepa LPMI tuvo un efecto del 40 % de
inhibicion del crecimiento de Verticillum sp. Todos estos
resultados concuerdan con lo reportado por Alcaraz et al.
(1999), donde menciona a Bacillus spp. in vitro como un
biocontrolador en potencia de hongos fitopatdgenos como
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Fusarium sp. Una actividad similar contra el alga
Phytophthora capsici ha sido previamente reportada por
Lagunas et al. (2001) con otras cepas de Bacillus sp,
estos autores consignan que lograron inhibir el crecimiento
micelial del patégeno en un 41 %.

A través del antibiograma como se muestra en la Cuadro
1, se confirma que fueron cepas diferentes. Adicional a
esto, lo datos muestran la sensibilidad a gentamicina,
antibiotico que se utiliza para el control de bacterias.

Cuadro 1. Sensibilidad y resistencia a antibidticos de B.
subtilis LPM1 y LPM?2

Antibioticos Cepa LPM 1 CepalLPM2
Amikacina 30 mcg (AK) + +
Ampicilina 10 mcg (AM) + -
Cefalotina 30 mcg(CF) + +
Ceftriaxona 30 mcg (CRO)  + +
Cloranfenicol 30 mcg (CL) + +
Dicloxacilina 1 mcg (DC) - -
Enoxacina 10 mcg (ENX) + +
Eritromicina 15 mcg (E) + +
Gentamicina 10 mcg (GE) + +
Netilmicina 30 mcg (NET) + +
Penicilina 10 U (PE) - -
Timetoprin-Sulfametaxasol 25

mcg (SXT) + +

(+) Sensible (Forma Halo) (-) Resistente (No forma halo o muy
pequeiio)

Las dos cepas se identificaron utilizando el Biolog
System, dando 100 % de probabilidad de ser B. subtilis
con una similitud de 0.67. Esto se confirmo6 con la
amplificacion de una secuencia especifica, como se
observa en la Figura 1. Donde una banda de 448 bp es
igual que la cepa de B. subtilis utilizada de referencia.

Las dos cepas de B. subtilis se caracterizaron en cuanto
al tiempo de generacion en dos medios de cultivo. Se
observo que los dos cultivos IPA y IPAS permiten el
crecimiento de las dos cepas de B. subtilis (Cuadro 2).
Sin embargo, el crecimiento es mejor en el medio que se
le adiciond sacarosa, permitiendo un mayor niimero de
cé¢lulas y reduciendo el tiempo de generacion.
Caracteristicas que son importantes para el proceso de
produccion. Asimismo, al ser capaces de crecer y mantener
tasas de crecimiento relativamente rdpidas sin
requerimientos nutricionales complejos, lo que permitira
un medio barato para la produccidén masiva. Esas

caracteristicas junto con la capacidad de sobrevivir bajo
condiciones ambientales adversas, son criterios
considerados para obtener un antagonista ideal (Baker,

MPM 1 2 3

1987).

Figura 1. Amplificacidon de secuencias especificas de
B. subtilis mediante la técnica de PCR. 1. Muestra de
bacteria aislada de Vainilla 2. Muestra de bacteria
aislada de Manzano 3. Control Positivo Bacillus subtilis
PY.

Cuadro 2. Determinacion del tiempo de generacion de
dos cepas de bacterias de rizosfera de manzana y vainilla,
denominadas (LPM1) y (LPM2) respectivamente,
identificadas como Bacillus subtilis en medios: infusion
papa agar (IPA) e infusion papa agar sacarosa (IPAS).

Cepa N (UFC mL") TG (h)

LPM 1 (IPA) 3x107 1.14
LPM 1 (IPAS)1.5x10° 0.61
LPM 2 (IPA) 1.4x 107 1.23
LPM 2 (IPAS)1.6x 10° 0.87

N: Numero final de células; TG: Tiempo de generacion;

En cuanto a los mecanismos que se han reportado para
describir el efecto inhibidor hacia los hongos fitopatégenos
por parte del género Pseudomonas y Bacillus estan la
produccion de antibioticos, sideroforos, enzimas liticas y
HCN, entre otros (Schroth y Hancock, 1981; Tapia et al.,
1990; Fravel, 1988).

En este sentido, las dos cepas de B. subtilis LPM1 y
LPM2 producen sideroforos, lo cual puede ser considerado
como parte de su mecanismo de inhibicion hacia Fusarium
sp, Verticillium sp, Cephalosporium sp y Dematophora
sp debido a que los sider6foros son compuestos quelantes
que atrapan el fierro del medio donde se encuentren,
dejando una deficiencia de fierro para los patdgenos; estos
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resultados son similares a lo reportados (Schroth y
Hancock, 1981) y (Tapia et al., 1990).

Con la finalidad de hacer una identificacion parcial del
compuesto(s) responsable(s) de la actividad antagdnica,
se realizo la cromatografia en capa fina (TLC). A través
de la cromatografia se lograron separar 4 bandas para B.
subtilis LPM 2, y una banda en el extracto de la cepa
LPM1. Estas bandas se eluyeron como se indica en
materiales y métodos, y se enfrentaron a Fusarium sp. El
Cuadro 3 muestra los valores Rf de cada una de las bandas,
y también muestra el % de inhibicion de cada una de las
bandas. Se observo que la banda con un Rf de 0.895 que
resulté positiva para ninhidrina y fue la que mostré una
mayor actividad antagonica frente a Fusarium sp., lo que
posiblemente indica que uno de los compuestos
responsables de la actividad antifingica se encuentra en
compuestos que contienen grupo amino. Resultados
anteriores, han mostrado que parte de la actividad
antagonica es debida a polipéptidos, como la iturina A 'y
micosubtilina (Besson et al., 1987). Por otra parte, estos
resultados también sugieren que existen otros componentes
antagdénicos cuya naturaleza no es peptidica.

Cuadro 3. Valores de Rf y porcentaje de inhibicion vs
Fusarium sp. de las bandas obtenidas por cromatografia
del extracto concentrado de bacterias antagonistas.

Banda Rf Inhibicion (%)
1 LPM2 0.980 28.3
2 LPM2 0.734 32.6
3 LPM2 0.698 35.7
4 LPM2 0.496 25.2
1 LPM1 0.895 394

Como se menciond, la presencia de enzimas liticas es
otro posible mecanismo de actividad antagoénica. La
actividad enzimatica para la cepa LPM 2 solo resulto positiva
para algunas proteasas que degradan caseina, mientras la
cepa LPM1 sintetiza amilasas y proteasas. Estos resultados
confirman la gran variedad de enzimas que producen los B.
subtilis como amilasas, proteasas, lipasas y oxidasas
(Ferreira et al., 1991). Asi mismo, se ha demostrado la
capacidad de degradar y descomponer las sustancias toxicas
que han sido aplicadas al suelo.

Adicional a un mecanismo antagonico de las PGPRs
también se ha demostrado su capacidad de estimular el
desarrollo de la planta. En este sentido, las dos cepas
incrementaron significativamente el desarrollo de las plantas.
Lacepa LPM 1 incremento del 30 % con respecto al testigo.

Por otra parte, el tratamiento con B. subtilis LPM 2

también obtuvo una diferencia estadisticamente significativa
en longitud con respecto al testigo con un 21.2 % mas de
longitud frente a éste, como los muestra la Figura 2. En
cuanto al peso fresco de la planta las cepas LPM 1 y LPM
2 mostraron un mayor peso frente al testigo, 411 % y 135
% mas de peso fresco con respecto al testigo; resultados

Figura 2. Longitud de raiz de sorgo tratadas con dos cepas
de bacterias de rizosfera de manzana y vainilla, denominadas
(LPM1) y (LPM2) respectivamente, identificadas como
Bacillus subtilis. Tratamientos: 1. Testigo; 2. B.subtilis LPM
1; 3. B. subtilis LPM 2.

similares obtuvo Lagunas et al. (2001), en donde observaron
un incremento en el volumen radical y peso de follaje de
plantas de chile con aplicaciones semanales de B. subtilis.

En el caso de longitud de raiz, se obtuvo la misma
promocion de crecimiento, observandose una tendencia de
mayor longitud y peso por parte de las plantas que fueron
tratadas con B. subtilis LPM 1 y LPM 2 respecto al testigo,
obteniendo un 511.5 % y 126.4 %. Dashti et al. (1997)
observaron un mayor crecimiento en el sistema radicular
de plantulas de lechuga al realizar aplicaciones con Bacillus.
Estos resultados obtenidos concuerdan con los reportados
por Pereira et al. (1988) y Kloepper et al. (1991), quienes
mencionaron que las bacterias promotoras de crecimiento
como P. fluorescens y B. subtilis, se caracterizan por
incrementar el desarrollo radical, lo que repercute
directamente en el rendimiento del cultivo, debido a que
posiblemente existid un sinergismo entre el hospedante y
los simbiontes, lo que permitié la mejor absorcion de
elementos esenciales como el N y el P. Este incremento de
desarrollo de la raiz se ha adjudicado al papel de la
substancias reguladoras de crecimiento como las auxinas y
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la accion de la enzima ACC oxidasa, enzima que permite a
la bacteria utilizar el ACC (4cido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico) como fuente de nitrogeno, y que al disminuir el
ACC en laraiz, no se produce suficiente etileno para detener
el crecimiento de ésta (Glick., 1995). Las dos cepas de B.
subtilis LPM1 y LPM2, fueron capaces de sintetizar la
enzima ACC desaminasa, la cual hidroliz6 el ACC (Penrose
y Glick, 2003).

Finalmente, el presente trabajo demostrd que dos cepas
nativas de B. subtilis, presentan los dos mecanismos de
promocion del crecimiento de la planta, y que tienen el potencial
de controlar a diferentes patogenos de raiz de manzano.

Conclusiones

Las cepas de B. subtilis (LPM1) y (LPM2) tuvieron
la capacidad de inhibir el crecimiento micelial de Fusarium
sp., Verticillium sp., Cephalosporium sp. y Dematophora
sp., in vitro. B. subtilis fue capaz de crecer y aumentar el
numero de células, reduciendo el tiempo de generacion,
sin requerimientos nutricionales complejos. Los metabolitos
responsables de la actividad de inhibicion de las cepas de
B. subtilis LPM1 y LPM2, son del grupo amino y otros
cuya naturaleza no es peptidica, ademas de la produccion
de enzimas liticas como proteasas y amilasas. Las cepas
de B. subtilis son promotoras de crecimiento de plantas,
debido posiblemente a que fueron capaces de sintetizar la
enzima ACC desaminasa. Uno de los mecanismos de
accion de B. subtilis para inhibir el crecimiento de hongos
fitopatdgenos es la presencia de sideroforos.
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